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第 1章 序論 
（1）バイオサーファクタントとは 



























































































L-Leu : L-ロイシン 
D-Leu : D-ロイシン 
L-Asp : L-アスパラギン酸 
L-Val : L-バリン 














R1, R2 = H or acetyl 
R3 = H or methyl 
Surfactin 
MEL-A : R1=R2=acetyl 
MEL-B : R1= acetyl, R2= H 
MEL-C : R1= H, R2= acetyl 



















究室において炭化水素を資化する細菌として分離された Rhododoccus sp. SD-74株も大
量のトレハロース脂質を菌体外に分泌する事が見出され（11），このトレハロース脂質
は Succinoyl trehalose lipid: STL (3,4-diO-alkanoyl-2,2’-di-O-succinoyl-α,α-trehalose)と命名
された（12）（図 1-2）． 










	 また STL は分子内に多数の作用点（カルボキシル基，水酸基）を持つために，ベン
ガラ(Fe2O3)やカーボンブラックといった固体粒子に対して著しく大きな分散および分
散の安定化作用を有することが報告された（14）．さらに，他のトレハロース脂質に見
られるように STL にも生理活性が存在する．現在までに，STL はヒト白血病細胞を分
化誘導することが明らかになっている（15）．以上のように STLは，界面活性剤，医薬
品，高機能素材と，様々な分野への応用が期待されている．なおかつ，基質による構造
の制御を行える点で，他のバイオサーファクタントとは異なる．生産量も 10日間で 40 
g/l（16）とバイオサーファクタントの中では比較的高い． 

















































対原料収率は 50%程度であり，生産効率も 40 g/lと他のバイオサーファクタント生産菌
に比べれば格段に多いが，実用化を考える上では決して十分ではない．STLの実用化に
























第 2章 STL生産関連遺伝子の特定 
第 1節	 はじめに 
  微生物における特定の代謝産物の生合成経路は，その経路が途中で遮断され代謝産物
を生産しなくなった変異株を用いて研究を進めるのが一般的である（21）．本章では，




第 2節	 材料および方法 
（1） 菌株およびプラスミド 
トランスポゾンライブラリの構築には，供試菌株として Rhodococcus sp. SD-74株の野生
株を使用した．全 DNA調製には Rhodococcus sp. SD-74株の野生株，および取得された
STL 非生産株を用いた．クローニングを行う際の宿主として Escherichia coli JM109 
(recA1, supE44, endA1, hsdR17, gryA96, relA1, thi, Δ(lac-proAB) / F’[traD36, proAB+, lacIq, 
lacZΔM15])，E. coli DH5α(supE44, ΔlacU169(φ80 lacZΔM15), hsdR17, recA1, endA1, gryA96, 
thi-1, relA1)および E. coli S17-1 (pro thi hsdR recA Tpr Smr; chromosome::RP4-2 




	 トランスポゾンは EZ::TN <KAN2> Tnp Transposome Kit （Epicentre）を用いた．また，
以降の実験で用いた試薬や器具などはすべてオートクレーブやフィルター処理，乾熱処
理により無菌状態，または Nuclease free として使用した．またポリメラーゼ，制限酵
素等のクローニングに使用した酵素は，宝酒造株式会社，東洋紡績株式会社製のものを
用いた．シークエンスには，Big Dye terminator v.3.1 (Applied Biosystems)を用いた．試料
調製，反応条件等は全てマニュアルに従った． 
	 STL の検出はアンスロン硫酸法により行った．アンスロン硫酸試薬は，0.2 g のアン
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 形質転換法には PMY培地（23）を用いた．また，プレート培養時には 1.5% (w/v)の
寒天を加えた．培地は全てオートクレーブにより 121°C，15分間の滅菌操作を行った後
に使用した．１次スクリーニングでは PMY培地に n-Hexadecaneを 10%となるように添
加して用いた．2次スクリーニングでは FPY培地（24）を用いた．それぞれの培地には
必要に応じて 50 µg/ml Kanamycinもしくは Hygromycinを加えた．E. coliの通常の培養
には，Luria-Bertani(LB)培地(Difco)を用いた．必要に応じて 50 µg/ml Kanamycinもしく
は Hygromycinを加えた．また，プレート培養時には 1.5% (w/v)の寒天を加えた．E. coli
の形質転換時には，SOB培地 (SOB medium, Difco) を用いた．培地は 121°C，15分間
のオートクレーブ操作により滅菌した後に使用した．今後特に表記のない場合，変異株
の培養には適切な濃度の Kanamycinもしくは Hygromycinを加えた培地を用いた． 
 
（4） 形質転換法 
	 形質転換はエレクトロポレーション法（25, 26）に準じて行った． 
	 SD-74株を PMY培地 5 mlに一白金耳植菌し，30°C，220 rpmで 2日間培養した．培
養液 1 mlを PMY培地 100 mlに入れ，30°C，200 rpmで 2日間，OD660= 0.6となるまで
培養した．培養終了後，4°C，3,000 rpmで 6分間遠心分離し，集菌した．菌体に冷滅菌
水を加え洗浄し，再び遠心分離した．この洗浄作業をさらに 2回行った．洗浄の終わっ
た菌体を 500 µlの冷滅菌水に懸濁した．菌液を 100 µlずつマイクロチューブに分注し，
これにトランスポゾーム(20 ng/µl)を 1 µlを加え混合した．氷中に 10分置いた後，電極
間隔 0.1 cmのセルキュベットに移し，パルスを与えた（パルス設定：2.0 kV，25 µF，
400 Ω）．パルス後直ちに PMY培地を 900 µl加え，30°C，200 rpmで 2時間インキュベ
ートした．菌液を 100 µlずつ，40 µg/mlの Kanamycinを含む PMYプレートに塗布し，




（5） Growth法による 1次スクリーニング 
	 PMY培地 900 µlを 24穴マイクロプレートの各穴に加え，n-Hexadecane100 µlを添加
した．変異株を楊枝で釣菌し，30°C，500 rpmで 6日間培養した．6日後，生育状況を
目視により確認した後，各穴から培養液 500 µlを小試験管に取り，Ethylacetateを 500 µl





（6） 休止菌体法による STL非生産菌株の 2次スクリーニング 
	 FPY培地 50 mlに SD-74株，変異株をそれぞれ植菌し，30°C，200 rpmで 4日間培養
した．4日後，生育を目視により確認した後に培養液を 4°C，3000 rpmで 6分間遠心分
離して集菌した．集菌した菌体を 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)で 1回洗浄した後に，同緩衝
液に懸濁し 24 mlとした．この菌液に 1 M KH2PO4-K2HPO4 (pH 8.0)と n-Hexadecaneを 3 
mlずつ添加し，30°C，200 rpmで 4日間休止菌体反応を行った[休止菌体反応液：0.04 M 
Tris-HCl (pH 8.0)，0.1 M KH2PO4-K2HPO4 (pH 8.0)，10% (fin. conc.) n-Hexadecane]． 
	 4日後，休止菌体反応液水層を分取し，6 N HClを 1 mlを加え pHを 3以下にした後，
Ethylacetateを 30 ml加え STLを抽出した．その後 TLCにて STLの検出を行い，STLの
スポットの消失した株を STL非生変異株として取得した． 
 
（7） 全 DNAの抽出 
	 以下に示す方法により，全 DNAを調製した（27）． 
	 野生株，STL非生産株を FPY培地 10 mlに植菌し，30°C，220 rpmで 2日間培養した．
この培養液を 4°C，4,500 rpmで 12分間遠心分離し，集菌した．菌体を SETバッファー
[75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4)]で 1回洗浄した後に，5 mg/mlの卵
白リゾチームを含む SET buffer 5 mlに懸濁した．この菌液を 37°Cで振とうしながら 1
時間インキュベートした．その後，Proteinase Kを 5 mg，SDSを 0.1 g加え，さらに 60°C
で振とうしながら 2時間インキュベートした．5 M NaCl を 2 ml加え室温になるまで静
置し，Chloroform 5 mlを添加して 4°Cで振とうしながら 30分間インキュベートした．
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これを 4°C，4,500 rpmで 12分間遠心分離して上清を回収し，0.6容の Isopropanolを添
加して，-20°Cで 1時間静置した．これを 4°C，8000 rpmで 15分間遠心分離した．沈殿




（8） トランスポゾン（Kmr遺伝子）を含む DNA断片のクローニング 
	 STL 非生産株の全 DNA は PCR 法でトランスポゾン挿入の確認を行った．PCR 反応
は 98°C 20 sec, 68°C 1 min 30 cycleの 2stepで行った．以降の実験で用いた全てのプライ




DNA断片 500 ngと pBluescriptⅡSK(+) 50 ngを，T4 DNA Ligase (Invitrogen) で結合させ
た．反応液は酵素に添付されている専用バッファーを用いて，全量を 20 µlとして調製
した．反応は 16°Cで 12時間行った．反応終了後にエタノール沈澱を行い，得られた反
応産物を E. coliに導入する供与 DNAとした．調製した供与 DNAを，E. coli DH5αへ，
以下に示すエレクトロポレーション法により導入した．LB 培地に LB プレート上の E. 
coliのシングルコロニーを植菌し，37°Cで一晩前培養した．培養液を LB培地 80 mlに
200 µl加え，37°C，200 rpmで OD600nm=0.55となるまで培養した．培養終了後，4°C，6,500 
rpm で 10 分間遠心分離し，集菌した．菌体に冷滅菌水を加え洗浄し，再び遠心分離し
た．この洗浄作業をさらに 1回行い，最後に 10% Glycerolで洗浄した後，菌体を 1 ml
の 10% Glycerolに懸濁した．菌液を 42 µlずつマイクロチューブに分注し，ドライアイ
ス中で急冷した後，-80°Cで保存した．これを E. coliのコンピテントセルとした．氷中
で融解した E. coliコンピテントセルに供与 DNA 2 µlを加え混合した．電極間隔 0.2 cm
のセルキュベットに移し，パルスを与えた（パルス設定：2.5 kV，25 µF，200 Ω）．パル
ス後直ちに SOC培地 600 µl加え，37°C，200 rpmで 1時間インキュベートした．菌液
 11 





反応には Big Dye terminator (Applied Biosystems)を用いた．サイクルシークエンス反応は
96°C 1min 1cycle, 96°C 10 sec‐60°C 4 min × 25 cycleで行った．反応終了後，この試料に
対してエタノール沈殿を行い，Hi-Di formamideに溶解し，シークエンス解析を行った．
シークエンス用サンプルを Genetic Analyzer 310（Applied Biosystems）に供して，塩基配
列を決定した．得られた塩基配列のデータを，National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) ”BLAST” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)を用い，SD-74 株の draft 





び相補を行った．破壊用プラスミドは inverse PCRによる Kmr遺伝子の挿入により作成
した．まず SD-74株の Total DNAを鋳型として，ORF全体約 1500bpを増幅した．続い




した．続いて構築したプラスミドを SD-74 株に接合伝達させることにより，ORF の破
壊を行った．接合伝達は，Robert らの手法（28）を参考にして行った．まず構築した
プラスミドを E. coli S17-1 株にエレクトロポレーション法により導入し，50µg/ml の
Kanamycinを含む LBプレートに塗布した．12時間後，コロニーの生えたプレートを室
温にて更に 24時間培養した．これと並行し SD-74株をグリセロールストックより，30 
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µg/mlのNalidixic acidを含むLBPプレート(1% Bacto-peptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl, 
w/v)におこし，5日間培養してコロニーを形成させた．それぞれのプレートに LBP液体
培地を 1.5 ml加え，コロニーを懸濁した．それぞれの懸濁液を 750 µlずつ混合し，遠
心してペレットを形成させた．ペレットを LBP液体培地 1mlで縣濁し，200 µlずつ LPB
プレートに塗布して 30°Cで一晩おいて conjugationを促した．LBP培地 2mlでプレート
上の菌体を懸濁し，懸濁液を 100 µl ずつ，30 µg/ml の Nalidixic acid と 200 µg/ml の
Kanamycin を含む LBP プレートに塗布し，6 日間培養してコロニーを形成させた．得
られた菌株から Total DNAを抽出し，抽出した DNAを鋳型として，ORFの増幅に用い
たプライマー対を用いて PCR を行った．プラスミドが組みこまれたことを確認後，菌
株を定常期まで培養し，PMYプレート, 10%（w/v）の Sucroseを含む PMYプレート, 15 
µg/mlのGentamycinを含む PMYプレートに，希釈段階を作製して 100 µlずつ塗布した．
10%（w/v）のスクロースを含む PMYプレートでコロニーを形成した菌株を破壊株とし
た．続いて，作成した破壊株に対して開始コドンから終止コドンまでの ORF をクロー







表 2-2-1 使用したプラスミド 
 Oligonucleotide Sequence (5' to 3') Purpose Reference 
KAN-2 FP-1 ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC Sequence analysis of all strains This study 
KAN-2 RP-1 GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG! Sequence analysis of all strains This study 
M13 R CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT! Sequence analysis strain 330 This study 
2d-RP3 TGGAAGGTACCTGGATGGC! Sequence analysis strain 330 This study 
3c-RP3 TGGTCATCGCGCTCGGTG! Sequence analysis strain 330 This study 
3c-RP4 TCACCACCAGCGCACCGC! Sequence analysis strain 330 This study 
6b-FP3 ACCGGGGTGGTCAGCTCG! Sequence analysis strain 330 This study 
6b-FP4 TGCGTTACCGGGTGACCG! Sequence analysis strain 330 This study 
4b-FP3 GACGACTGGTCGTGCCCG! Sequence analysis strain 1510 This study 
4b-FP4 CCGTCACCGTTCTCGAGG! Sequence analysis strain 1510 This study 
4c-RP3 GATGCTCCAGTGCGTGGTG! Sequence analysis strain 1510 This study 
4c-RP4 TCCTGTCTCGCCACAGGG! Sequence analysis strain 1510 This study 
1d-RP3 GGCGAATTCGGCCAGTGC! Sequence analysis strain 1608 This study 
1d-RP4 GTCGGGCCTGTTGTTCCC! Sequence analysis strain 1608 This study 
16S rRNA 400F ACGAAGCGTGAGTGACGGTA! Quantification of 16S rRNA This study 
16S rRNA 500RV ACTCAAGTCTGCCCGTATCG! Quantification of 16S rRNA 29 
RT-ORF1-200F CCGACGGACAAGTCCAATGC! Quantification of ORF1 29 
RT-ORF1-200RV CGACACCGTGTGCTCGATCG! Quantification of ORF1 This study 
RT-alkB-200F GCATGGCTGATGACCCTCG! Quantification of alkB This study 
RT-alkB-200RV GCACAGGCGATCACTGTTCC! Quantification of alkB This study 
RT-fda-200F CGAGAAGGGCAAGTACCTGC! Quantification of fda This study 
RT-fda-160RV CGTGGAAGACGAAGTCGAACG! Quantification of fda This study 
ORF1-F CCCAAGCTTGAGCAACTGCATCGACACCG! Complementation of ORF1 This study 
ORF1-Rv CCCAAGCTTGGGTTCCCGGTAGATCGAACG! Complementation of ORF1 This study 
alkB-F CGGGATCCGGTCAACGACGCGATATCTTAC! Complementation of alkB This study 
alkB-Rv CCCAAGCTTGCAGGTCTTTCGACACAGCC! Complementation of alkB This study 
fda-F CGGGATCCGATGTTGCCGAGGAAGTAGC! Complementation of fda This study 
fda-Rv CCCAAGCTTGTCTGAAACCGGTGTCAGCTCGC! Complementation of fda This study 
D191-A_FM GTGTGCGCGTGAGCGATCGCATGGAAGAG! Point mutation of D191A This study 
D191-A_RM CTCTTCCATGCGATCGCTCACGCGCACAC! Point mutation of D191A This study 
H192-A_FM GTCGGTGTGCGCGGCATCGATCGC! Point mutation of H192A This study 
H192-A_RM GCGATCGATGCCGCGCACACCGAC! Point mutation of H192A This study 
D196-A_FM CGACTGCATGGCGGTGTGCGCG! Point mutation of D196A This study 
D196-A_RM CGCGCACACCGCCATGCAGTCG! Point mutation of D196A This study 
exp-fda-F GGAATTCCATATGCCAATTGCGACTCCCGAGGTCTACG! Expression of Fda and Fda-His This study 
exp-fda-Rv CGCAAGCTTGCTCGCGGACACCGAGCGTCC! Expression of Fda This study 
exp-fda-Rv-His CGCAAGCTTTCAGCTCGCGGACACCGAGCGTCC! Expression of Fda-His This study 
Km_r_F AACTGCAGGCAGGTAGCTTGCAGTGGGC! Amprification of Km resistant cassette This study 
Km_r_Rv GCTCTAGATCCCGCTCAGAAGAACTCGTC! Amprification of Km resistant cassette This study 
HK_F CCCAAGCTTCCGCGGCGAGTGCTGACCCG! Disruption of histidine kinase This study 
HK_Rv CGGAATTCGCGGGCGGTCTGGTCCTCGG! Disruption of histidine kinase This study 
inv_HK_F AACTGCAGACGGGCCACTCGCTCGGCGG! Disruption of histidine kinase This study 
inv_HK_Rv GCTCTAGAGACGACCTGACCCCGATCC! Disruption of histidine kinase This study 
comp_HK_F AACTGCAGATGCGCCCGGTGCACGAGATG! Complementation of hisitidine kinase This study 
comp_HK_Rv CCCAAGCTTGCTGTCAACGGGGCTCCGCG! Complementation of hisitidine kinase This study 
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ングを行った．その結果，7株の STL非生産株(strains 330, 1510, 1598, 1608, 1646, 2120, 
A141)を取得する事に成功した． 
	 トランスポゾンライブラリより得られた STL非生産株のシークエンス解析により，7
株の STL非生産株(strains 330, 1510, 1598, 1608, 1646, 2120, A141)の内，「1510株と 1598
株」，「1608株と 1646株，2120株」についてはそれぞれ同じ ORFと推定される箇所に
トランスポゾンが挿入されていた．そこで今後は 330株，1510株，1608株 STL非生産
株とした（図 2-3-1）．それぞれの遺伝子は，acyl-CoA transferase like gene (330)および，
alkane monoxygenase (1510)，fructose bisphosphate aldolase (1608)と推定される遺伝子が破
壊されていた．これらの遺伝子はそれぞれ脂質合成，脂質代謝，糖新生に関わる事から
STL の直接の合成に必須な遺伝子であると推定された．また，A141 株については two 
component regulatory systemの sensor histidine kinaseにトランスポゾンが挿入されており，
STLの生産制御に関与する可能性が示された．さらにこの sensor histidine kinaseはペア
として働く response regulatrの ORFと重なって存在していたため，sensor histidine kinase
のみを再度破壊し相補を行った（図 2-3-2）．トランスポゾンを用いた解析により，3種





























































図 2-3-2 sensor histidine kinase破壊株の STL生産試験 
 






第 3章 STL生合成遺伝子の解析 
第 1節	 はじめに 












（12） 組換え Fdaタンパク質の生産および精製 
	 SD-74株の染色体より fdaの配列を増幅し，His-tag付タンパク質発現ベクターpET21b
へクローニングを行った．作製した fda発現ベクターを E.coli BL21(DE3)に導入し，fda大
量発現用大腸菌株を作製した．この株を LB 4ml (+CBPC 50 µg/ml)で一晩前培養を行った．
前培養した菌液 100 µl を LB 20 ml (+CBPC50 µg/ml)に植菌して 37°C，200 rpmで振盪培養
を行った．波長 600 nmでの培養液の吸光度が 0.8 となった時点で IPTGを 0.1 mMの濃度で
添加し，20°Cで 3時間誘導を行った．この際にネガティブコントロールとして IPTGを加えない
系も同時に行った．	 
 誘導反応後，培養液 1 ml をエッペンチューブに移し，遠心分離により上清を除いた後，
Buffer I 500 µlで縣濁した．縣濁液は氷冷しながらソニケーター（Dr. Hielscher社製 UP50H）
で Amplitude 80%, Cycle 0.75の条件で，1分間の破砕を 2回行った．破砕後，15000 rpmで
1分間遠心し，未破砕菌体を除いた上清を粗酵素液とした．	 
 Fdaが発現したか否かについては，粗酵素液を sodium dodecylsulphate-polyacryl-amide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)に供することにより行った．粗酵素液 200 µl と 2×Sample Buffer 
200 µlを混合し，98°Cで 3分間加熱した後，10 µlをアクリルアミド濃度 10%のゲルを用いて泳
動を行った．泳動の際の分子量マーカーには，第一製薬株式会社製タンパク質分子量マー
カー「第一」を用いた．泳動後のゲルは，Bio-Raｄ社製 Bio-Safe Coomasie を用いて染色を
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行った． 




Fructose-1,6-bisphoshate aldolase 活性は，Fructose-1,6-bisphoshate を基質とした coupled 
assayによって測定した（30）．本手法では，まず aldolaseにより Fructose-1,6-bisphoshateから
glyceraldehyde-3-phosphate と dihydroxyacetone-phosphateへの開裂をおこさせる．形成された
glyceraldehyde-3-phosphate は 系 内 の Triosephosphate isomerase に よ り
dihydroxyacetone-phosphate となる．こうして 1分子の Fructose-1,6-bisphoshateから生じた 2分
子の dihydroxyacetone-phosphate は，系内の α-Glycerolphosphate dehydrogenase によって
L-Glycerol-3-phosphate となる．この反応は NADH を還元剤として用いるため，NADHの減少
を波長 340nmの吸光度の減少として測定することにより aldolase活性が検出できる．酵素活性
は，1分間に 1 µmolの fructose-1,6-bisphosphateを解裂させるのに必要な酵素量を 1ユニット
（U）と規定する．	 
実際の測定では，25°Cで保温しておいた 1 mlの Fda活性測定試薬を吸光光度計のセルキュ
ベットに移し，調整した粗酵素液 10 µlを加えてよく撹拌した後，波長 340 nmの吸光度の減少
を 10分間測定した． 
 
（14） TlsAの HX3DX14Yモチーフへの点変異導入 
	 HX3DX14Yモチーフへの点変異導入は Overlap extension PCRにより行った（31）．前章





（15） 全 RNA抽出 
	 全 RNAの抽出は対数増殖期初期から中期にかけての菌体を用いて行った。供試菌を
10 mlの PMY培地（10% Hexadecane）に植菌し、30°C、200 rpmで 24時間培養し、培
養液全量より集菌を行った。集菌した菌体を 1 mlの LETS buffer（0.1 M LiCl. 0.01 M 
EDTA. 0.01 M Tris-Cl (pH 7.4). 0.2 % SDS. 0.1 %）に懸濁し、当量の Phenol Chloroform 
Isoamylalcohol（PCI）および約 500 ml glass beadsを加え、室温で 4分間ボルテックスミ
キサーにより菌体の破砕を行った。その後上清を再度 PCIで抽出し、エタノール沈殿後
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 Real-time RT-PCRに用いる cDNAは上述の DNaseI処理後の全 RNAを材料として、




（17） Real-time RT-PCR解析 
	 PCR 反応は 95℃ 10 秒、60℃ 1 秒、72℃ 12 秒を 1 サイクルとし、45 サイクルで




















Bacterial strains or 





SD-74 Wild type This study 
330 STLs productivity deficient Tn mutant This study 
1510 STLs productivity deficient Tn mutant This study 
1608 STLs productivity deficient Tn mutant This study 
E. coli 
DH5! F- "80dlacZ#M15 #(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17TaKaRa 
(rK+ mK+)  supE44 $- thi-1 gyrA relA1
JM109 recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi !(lac-proAB) F'TakaRa 
[traD36 proAB+ lacIq lacZ!M15] 
BL21(DE3) E. coli  B, F- dcm ompT hsdSB(rB+ mB+) gal (DE3) TaKaRa 
Plasmid 
pBluescript II SK + cloning vector Ampr Stratagene 
pSMT3 Rhodococcus-E. coli shuttle vector Hgr 22 
pSMT3-tlsA pSMST3 derivative carrying the traT gene This study 
pSMT3-fda pSMST3 derivative carrying the fda gene This study 
pSMT3-alkB pSMST3 derivative carrying the alkB gene This study 
pSMT3-traT-D191A pSMT3 derivative carrying the mutant tlsA D191A This study 
pSMT3-traT-H192A pSMT3 derivative carrying the mutant tlsA H192A This study 
pSMT3-traT-D196A pSMT3 derivative carrying the mutant tlsA D196A This study 
pSTM3-PalkB pSMT3 derivative carrying the alkB promoter This study 
pSMT3-PalkB::tlsA pSMT3 derivative for traT overexpression This study 
pSMT3-PalkB::fda pSMT3 derivative for fda overexpression This study 
pET21b Apr His tag, T7 promoter Novagen 
pET21b-fda pET21b derivatives; Fda expression vector This study  
pET21b-fda-His pET21b derivatives; Fda-His expression vector This study 
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第 3節	 結果および考察 
	 糖合成が STLの生産に関与する．シークエンス解析により 1608株は fructose 
bisphosphate aldolase （fda）遺伝子に相同性を示す 2,033-bpの ORFにトランスポゾンの
挿入が確認された（Accession No. AB847085）．この ORFの開始コドンは GTGで，予測
された Shine-Dalgarno (SD)配列（GGAGG）は開始コドンの 9 bp上流に存在していた．
アミノ酸配列では Mycobacteirum tuberculosis H37Rv，Corynebacterium glutamicum，
Streptomyces glutamicumの Fdaに対してそれぞれ 76%，71%，61%の相同性を示した．
Fructose bisphosphate aldolaseはトリオースとヘキソースの変換を行う酵素である．つま
り 1608株は fructoseの合成能を欠いているために STLの生産が不能となっている可能
性が考えられた．そこで休止菌体反応液中に fructoseを加える事で Fda機能の相補を試
みた．その結果 fructoseの添加は 1608株の STL生産能を回復させた（図 3-3-1）． 
	 次に，Fdaの機能を確かなものとするため，組換えタンパク質を用いた Fda酵素活性
の測定を試みた．Fdaおよび Hisタグ融合 Fda（Fda-His）の発現は大腸菌 BL21(DE3)株
を用いて行い，精製後のタンパク質の確認は SDS-PAGEによって行った（図 3-3-2）．




aldolase活性を示した．特に精製された Fda-His（1,330 mU/mg protein）は粗精製の Fda-His
（213 mU/mg protein）に比べて高い aldolase活性を示した．Nativeな Fdaの粗精製液は
粗精製の Fda-Hisと同程度の aldolase活性を有していた（256 mU/mg protein）．この結果
は Fdaに付加された Hisタグは Fdaの活性に影響を与えていない事を示している．Fda
が aldolase活性を有し，さらには Frucoseの添加により STLの生産能が回復した事から，



























図 3-3-1 Fructose添加による STL生産能の相補．休止菌体反応時に 






































図 3-3-2 Fda-His精製タンパク質の SDS-PAGE解析． 
矢印はそれぞれの Fdaタンパク質を示す．SDS-PAGE解析は 0.1 mM 
IPTGの添加（+），非添加（-）のサンプルを用いて行った． 















	 Alkane monooxygenaseは STL生産条件下においてアルカン代謝に必須である．
1510株のシークエンス解析の結果，トランスポゾンは 1,188-bpの ORFからなる alkane 
monooxygenase （alkB）遺伝子に挿入されている事が明らかとなった（Accession no. 
AB847086）．この ORFの開始コドンは GTGでその 7-bp上流には SD配列と予測される
配列が存在した（GGAGG）．Alkane monooxygenaseの機能を持つタンパク質には共通す
るモチーフである Hist-1 box [HE(L/M)XHK]，Hist-2 box [EHXXGHH]，Hist-3 box 
[LQRH(S/A)DHHA]，HYG motif [NYXEHYG(L/M)]が存在し，alkBについても同様のモ
チーフが存在している事が明らかとなった（表 3-3-1）．アミノ酸配列では Rhodococcus sp. 
strain Q15の alkane-1-monooxygenase (alkB1)および Rhodococcus erythropolis NRRLB- 
16531の alkB1に対して 82%の高い相同性を示した． 
これらの結果は alkBがアルカンの酸化酵素である可能性を強く示唆しており，1510株
は供給される n-Alkaneを n-Alcoholに変換できないために STLの生産能が失われている
可能性が考えられた．そこで 1510株に対し，n-Hexadecaneの代わりに n-Hexadecanol
を加え休止菌体反応を行った．その結果，アルコールの添加は STLの生産能を回復さ
せた（図 3-3-3）．この結果は alkBが alkane monooxygenaseとしての機能を持つ事を強く































a AlkB-SD74:SD-74株の alkane monooxygenase． 



























図 3-3-3 n-Hexadecanol の添加による STL 生産能の相補試験．












	 推定 acyl-CoA transferaseが STLの生産に必須である．330株においては，トラン
スポゾンは 1,490株の ORFからなる配列に挿入されていた（Accession no. AB847084）．
この遺伝子(orf1)の開始コドンは ATGで，9-bp上流には SD配列と推定される配列が存
在した．ORF1のアミノ酸配列はこれまでデータベース上に登録されたものに相同性を
示さ無かった．しかしながら，ORF1は acyl-CoA transferaseの機能に必須な Hx3Dx14Yモ
チーフを持っている事が明らかとなった．そこで便宜上 orf1遺伝子には trehalose lipid 
synthase A (tlsA)と名前を付けた．Mycobacterium属の papA1タンパク質は Hx3Dx14Yモチ
ーフを保存しており，PapA1は acyl-CoA transferase活性を持ち，palmitoyl-CoAを
trehalose-2-sulfateに転移させる（32）．この Hx3Dx14Yモチーフタイプの acyl-CoA 
transferaseは放線菌群に属する細菌によく保存されている（表 3-3-3）．この事実から考




Histidineを Alanineに（H192A），Aspartic acidを Alanineに置換した変異体を作成した
（D196A）．さらに Hx3Dx14Yモチーフ直前の Aspartic acidを Alanineに置換した変異体
も同時に作成した（D191A）．これらの変異体を 330株に導入し，STL生産試験を行っ
た．その結果，Hx3Dx14Yモチーフへの変異が STLの生産能を欠失させる事が明らかと




























Protein Species H positionb HX3Dx14Y motif region Residuesc 
PapA1 Mycobacterium bovis 171 SIDHLHADGQFVGVGLMEFQSMYTAL 511 
PapA1 Mycobacterium tuberculosis 171 SIDHLHADGQFVGVGLMEFQSMYTAL 511 
PapA2 Mycobacterium avium 177 SADHLVIDGMSVGVIFLEIHLTYAAL 503 
PapA2 Mycobacterium smegmatis 167 SVDHVHVDATFLGLMLIEIHLMYAAL 480 
PapA2 Streptomyces coelicolor 172 AFDHSNVDAYSIYRIPAEVGELYAAG 473 
ORF1 Rhodococcus sp. SD-74 192 AIDHAHTDMQSMILMFAEIRISYQAE 499 




















図 3-3-4 HX3DX14Yモチーフ変異体を用いた STL生産試験．野生株により生産された STL
を lane 1に示した．野生型の tlrAを相補した場合のみ，STLの生産が回復した(宮崎修
論 2006より引用，編集)． 

















物量は STL生産，非生産条件に関わらずほぼ一定であった（図 3-3-4A）．alkBと tlsAに





































	 図 3-3-4 STL生産関連遺伝子の転写産物量．A: fda，B: alkB，C :tlsA，STL生産条件に




















































































	 第 3章では 3種類の生合成に関わる遺伝子の機能解析と STL高生産のための分子育種
を行った．3種類のうちの 1つは 1種の遺伝子は alkane monooxygenaseであった．この
遺伝子は n-Alkaneの酸化酵素であり，n-Alkaneからのトレハロース脂質 de novo合成に
おいて初発の反応を行う最も重要な遺伝子である事が明となった．もう 1種は糖新生に
関わる遺伝子であり aldolase活性を持つ fructose bisphosphate aldolaseである事が明らか














た．この株の構築により，理論上 STLの生産量は 80 g/lとなり商業利用可能とされる生






















図 5-1 STLの推定生合成経路 
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